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Abstract: Chinese alligator, Alligator sinesis , is a critically endangered endemic species under legislative protection. Results of re
cent investigations revealed that the number of the alligator was continuously declining in the past 50 years and less than 150 indi
viduals were surviving in the wild until 2000. In order to prevent the extinguishing of this species, the Reproductive Research Center
of Alligator sinesis and the National Nature Reserve of Alligator sinesis were set up in early 1980 s in Xuanzhou, Anhui Province.
After 20 years of breeding efforts, the number of captive individuals has been brought up to more than 10, 000 in total. In order to
reveal the genetic structure of Chinese alligator population, total of 39 individuals including 7 wild individuals outside of the re
search center were sampled to construct wild, F1 and F2 groups according to their generations, and 10 micorsatellite loci selected
from 25 primer pairs originally designed for Alligator mississippiensis were employed for investigating the genetic diversity of Alliga
tor sinesis .The results indicated that, contrasting with Alligator mississippiensis and some other endangered species, Chinese alligator
had an extremely low genetic diversity level with A = 2 38, N e = 1 60, H o= 0 374, H e = 0 350 and PIC= 0 327. There were no
significant differences of A , Ne , H o , H e , PIC and each SSR locus alleles frequency distribution among 3 groups. However, Hardy
Weinberg equilibrium analysis revealed that F2 captive group showed a remarkable genetic disequilibrium at loci Ami 6 and Ami
222 . The reason accounting for the current genetic status of Chinese alligator is dramatically shrink of the population in past de
cades. Due to the lack of significant difference between wild group and captive group, all survived Chinese alligator should be treat
ed as one ESU in the next conservation practice. More attention regarding the effective population size and low frequency alleles
should be emphasized in genetic management of captive alligators and establishing new separate propagation.
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摘 要: 扬子鳄( Alligator sinensis )是中国特有的珍稀保护动物 ,为保护这一濒危物种, 我国于 80年代初在安徽宣州
先后建立了扬子鳄繁殖研究中心和国家级扬子鳄自然保护区, 现饲养种群存鳄数量已达 10 000余头。为了揭示扬
子鳄种群的遗传结构,共采集了 39 个个体的样品, 其中包括 6 件剥制标本, 按代系不同, 分为野生群、F1 代饲养群
及F2 代饲养群, 用微卫星 DNA 分子标记对其进行研究。分析结果显示:扬子鳄种群在微卫星水平表现出很低的遗
传多样性,平均等位基因数 A = 2 38,平均有效等位基因数 Ne = 1 60, 平均观察杂合度 H o = 0 374,平均期望杂合度
H e = 0 350,平均多态信息含量 PIC= 0 327, 3 个群体间 A、N e、H o、H e、PIC 及各微卫星位点等位基因频率分布无显
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微卫星 DNA( Micorsatellite DNA)又称简单序列


















瓶颈效应的弓头鲸( Balaena mysticetus )种群发现,虽











入 1 7体积 0 5 mol L EDTA 抗凝, 置冰盒中带回实







繁殖研究中心繁殖的子代, 在此分别作为 F1 和 F2
代饲养群处理。
表 1 扬子鳄样品来源数量及类型



























F1 capt ive group
安徽扬子鳄繁殖研究中心





F2 capt ive group
安徽扬子鳄繁殖研究中心









捣碎,加适量 0 5 mol L EDTA 55  浸泡, 脱钙过夜,
离心,弃上清,重复 2~ 3次至沉淀物软化, 沉淀物加
DNA 提取缓冲液 ( 10 mmol L Tris HCl, 25 mmol L
EDTA, 100 mmol L NaCl, 0 1 mg ml蛋白酶K) 55  消
化至透明状, 酚 氯仿抽提, 酒精沉淀 DNA, 加适量




gator mississippiensis ) 微卫星位点的两翼序列而设计。
本研究先以少数扬子鳄 DNA样品为模板, 用全部25
对微卫星引物进行 PCR扩增筛选(至少重复两次) ,




多态性分析(表 2)。PCR 反应体积为 15 l, 包括 10
! buffer 1 5 l、Mg2+ ( 25 mmol L) 1 l、dNTPs(各 2
mmol L) 1 l、上下游引物( 10 mol L)各 0 5 l、模板
DNA 1 l、Taq DNA 聚合酶 ( Promega) 1 U, 加适量
ddH2O。扩增反应均在 PTC 200 型 PCR仪 ( MJ Re
search Inc)上完成, 按以下参数进行: 94  预变性 5
min; 94  变性 40 s, 复性 40 s, 72  延伸 40 s, 共 30







杂合子, 无扩增条带的则视为无效等位基因 ( 0基
因) ,据此确定个体的基因型。每一位点扩增片段的
长度根据 DNA分子量标记 X174 Hae ∀ digest 电
泳迁移率制作的标准曲线估算。部分微卫星位点重
复单元的 DNA测序检验用 CEQ 8 000 遗传分析仪















Annealing temperature(  )
Ami 2 ( a, b) 1 183 AG* * 55
Ami 3 ( a, b) 1 297 AC* * 55
Ami 6 ( a, b) 1 92 AC* 55
2 96
Ami 8 ( a, b) 1 146 AC* 55
2 168
3 178
Ami 15 ( a, b) 1 145 TA* 55
2 147
Ami 16 ( a, b) 1 335 TA * * 55
2 343
Ami 18 ( a, b) 1 171 AC* 58
2 183
3 209
Ami 212 ( a, b) 1 131 ACTC+ AC* 57
2 141
Ami 222 ( a, b) 1 122 AG* 55
2 124
3 130




注: a, b表示每一位点的上、下游引物; * :密西西比鳄中相应位点的重复单元; * * :已经测序证实了的扬子鳄微卫星DNA重复单元。
Note: a and b indicate forward and reversed primers respect ively; * : Repeat unit in American alligator; * * : Verified repeat unit in Chinese alligator by se
quencing.
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1. 3 数据分析
统计扬子鳄野生群及 F1 代、F2 代饲养种群在
10个微卫星位点上的等位基因组成、频率及其分
布,对多态位点进行连锁分析,计算各群体的平均等
位基因数( A )、平均有效等位基因数( N e )、平均观察




含量 ( polymorphism information content, PIC ) , 公式如
下:
PIC = 1- # f 2i
式中 f i 表示第 i 个等位基因的频率。根据无偏期望
杂合度( unbiased expected heterozygosity) , 分别用无限
等位基因模型( infinite alleles model, IAM) 与渐突变




SMM: N ep = { [ 1 ( 1- H ) ]
2
- 1} ( 8 )
IAM: N ep = H [ 4 ( 1- H ) ]







型频率对 3个鳄群进行哈迪 温伯格遗传平衡( Har
dy Weinberg genetic equilibrium ) 分析。数据分析主
要借助软件 POPGENE Version 1 31( http ∃www. ual












equilibrium value) ,除位点 Ami 16 与Ami 224 的P




位点可得到 2~ 4 个等位基因, 平均每一位点 2 38




步测序分析。结果表明, 两个单态位点 Ami 2、
Ami 3 分别含有( AG) n 和( AC) n 的微卫星 DNA序
列,多态位点 Ami 16 主要含有( TA) n , 其中位点
Ami 3 与密西西比鳄中相应位点具有相同的重复
单位,而 Ami 2、Ami 16 两个位点的微卫星 DNA
并不同于密西西比鳄中相应位点的( AC) n (表2)。
反映扬子鳄遗传多样性的 A、N e、H o、H e 和PIC
值的计算结果见表 3。5种参数在 3个群体间虽有
一定差异,但均未达到统计显著水平。3个群体及
扬子鳄种群平均的 H o 均大于相应H e。各多态位点
的等位基因在扬子鳄种群中的分布结果见表 4。从
表 4可以看出,有 5 个等位基因不为 3个群体所共
有, Ami 8 1 只见于野生群和 F1 代饲养群中, Ami
15 2 仅在 F1 代饲养群中观察到, Ami 222 3 只见
于野生群和 F2 代饲养群中, 而 Ami 224 2 4 只见
于 F1 和 F2 代饲养群中,在可观察到这 5个等位基
因的群体中, 其频率均较低。各位点的等位基因频
率分布在3个群体间亦无明显差异。参考密西西比
鳄微卫星 DNA的突变率 = 1 7 ! 10- 3[19] ,根据各多
态位点数据, 基于 SMM和 IAM 估测的野生群体、F1
和 F2 饲养群平均有效种群大小分别为 90, 72; 95,
76; 118, 90。
表 3 扬子鳄的遗传多样性
Table 3 Genetic diversity of Chinese alligator
位点或群体 Locus Group A N e H o H e PIC
Ami 6 2 1. 80 0. 667 0. 450 0. 444
Ami 8 3 2. 01 0. 462 0. 510 0. 504
Ami 15 2 1. 05 0. 051 0. 050 0. 050
Ami 16 2 1. 17 0. 154 0. 142 0. 142
Ami 18 3 2. 05 0. 513 0. 520 0. 513
Ami 212 2 1. 60 0. 447 0. 380 0. 375
Ami 222 3 1. 86 0. 615 0. 468 0. 462
Ami 224 4 1. 55 0. 184 0354 0. 353
野生群 Wild group 2. 25 1. 57 0. 342 0. 330 0. 311
F1 代饲养群 F1 captive group 2. 50 1. 52 0. 352 0. 340 0. 299
F2 代饲养群 F2 captive group 2. 38 1. 71 0. 428 0. 380 0. 370
平均* Average* 2. 38 1. 60 0. 374 0. 350 0. 327
* :各参数 3个群体的平均值。
* :The average of each parameter for 3 groups.
146 遗传学报 Acta Genetica Sinica Vol. 31 No . 2 2004
表 4 扬子鳄种群微卫星等位基因的频率分布


















1 2 3 4
野生群
Wild group
0. 222 0. 778 0. 056 0. 556 0. 389 1. 000 0. 944 0. 056 0. 056 0. 333 0.611 0.750 0.250 0.667 0. 222 0. 111 0. 063 0. 938
F1 代饲养群
F1 captive group
0. 273 0. 727 0. 046 0. 318 0. 636 0. 909 0. 091 0. 864 0. 136 0. 455 0. 273 0.682 0.818 0.182 0.864 0. 136 0. 046 0. 046 0. 818 0. 091
F2 代饲养群
F2 captive group
0. 421 0. 579 0. 342 0. 658 1. 000 0. 947 0. 053 0. 158 0. 211 0.632 0.711 0.289 0.605 0. 290 0. 105 0. 026 0. 026 0. 711 0. 237
平均值
Average
0. 333 0. 667 0. 026 0. 385 0. 590 0. 974 0. 026 0. 923 0. 077 0. 103 0. 256 0.641 0.750 0.250 0.692 0. 231 0. 077 0. 040 0. 026 0. 790 0. 145
2. 3 瓶颈效应
在对各群体进行瓶颈效应分析时我们同时选取
了 IAM、SMM以及综合二者的TPM( 10% IAM+ 90%
SMM) 3 种模型, 用符号秩检验 ( Wilcoxon sign rank
test)检测, 检测结果见表 5。结果表明, 3个群体都
表现出杂合度过度。
表 5 瓶颈效应估测的符号秩检测
Table 5 Wilcoxon sign rank test of bottleneck estimate
in Chinese alligator population
群 体 Group
P value ( one tail for H excess)
IAM SMM TPM
野生群 Wild group 0. 766 0. 988 0. 973
F1 代饲养群 F1 capt ive group 0. 973 0. 994 0. 994
F2 代饲养群 F2 capt ive group 0. 234 0. 469 0. 469
2. 4 哈迪 温伯格平衡
用基于马可夫链模型 ( Markov chain method)的
哈迪 温伯格精确 P 值的无偏估测对各群体进行的
多位点检测( multi locus test )发现,扬子鳄野生群、F1
及 F2 代饲养群都处于遗传平衡状态; 但对各位点进
行的多群体检测( multi group test)发现,扬子鳄种群
在 Ami 6 ( P = 0 001)与 Ami 222 ( P = 0 001) 两
个位点表现出极显著的不平衡;进而对 3 个群体中
各位点的基因型频率分别做的平衡分析中,基于杂
合子过度( heterozygote excess)的全数调查( complete
enumerat ion)分析表明, 仅 F2 代饲养群在 Ami 6 ( P








Ami 6 Ami 8 Ami 15 Ami 16 Ami 18 Ami 212 Ami 222 Ami 224
多位点
Multi locus
野生群 Wild group 0. 659 0. 652 * * 0. 968 0. 615 0. 290 * 0. 338
F1 代饲养群 F1 captive group 0. 396 0. 941 0. 952 0. 857 0. 396 0. 722 0. 857 0. 947 0. 248
F2 代饲养群 F2 captive group 0. 003 0. 663 * 0. 973 0. 421 0. 522 0. 008 1 0. 135
多群体 Mult i group 0. 001 0. 756 0. 953 0. 833 0. 483 0. 229 0. 001 0. 994 0. 073
* :该位点仅有 1个等位基因,或虽有 2个等位基因但其中一个仅出现 1次。


































密西西比鳄 43个体时,每个位点检测到 4~ 17个等
位基因,平均8 5个等位基因, 其中 Ami 3、Ami












路易斯安那两州的密西西比鳄研究发现, H o、H e 分




H o、H e 分别为 0 694 和 0 723。本研究得到扬子鳄
种群的 H o、H e 分别为 0 374、0 350, 明显低于密西
西比鳄。可见扬子鳄的遗传多样性水平要大大低于
其近缘种密西西比鳄, 不过它目前的 H e 仍高于在
18世纪时濒临灭绝的阿尔卑斯野生山羊 ( Capra




一般认为, 在某一群体中,当 PIC > 0 5时该位点表
现为高度多态; 当 0 25< PIC < 0 5时该位点表现为




态位点中, Ami 8 与Ami 18 表现为高度多态,
Ami 6、Ami 212、Ami 222 与Ami 224 表现为
中度多态, 余下两个位点则表现为低度多态, 平均
PIC 值为 0 327。Rooney 等
[ 11]
用20个微卫星位点测



























扬子鳄种群分析的结果显示, 野生群、F1 代和 F2 饲
养群都表现出杂合度过度, 同时在扬子鳄种群 39个
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6个在各群体中都处于平衡状态, 而Ami 6 和Ami






因素的排除只要扩大 F1 和 F2 的采样数, 进一步统
计分析便可解决。但第一种可能的原因须引起我们
足够的重视, 在前面的讨论已表明 Ami 6 和Ami
222 两个位点是互不连锁的。扬子鳄饲养种群的
繁殖率研究已揭示 F1 代繁殖过程中产卵的受精率












对扬子鳄野生群、F1 代及 F2 饲养群共 39个个体所
分析的8个多态位点中共检测到 21等位基因,其中
有5个等位基因只在部分群体中检测到,且这 5个
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